This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLffiE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 6 : 
C12N 15/53, 15/52, 15/82 



Al 



(11) Numero de publication Internationale: WO 96/38566 

(43) Date de publication Internationale: 5 decembre 1996 (05.12.96) 



(21) Numero de la demande internationale: PCT/FR96/0O820 

(22) Date de depot international: 31 mai 1996 (31.05.96) 



(30) Donn£es relatives a la priority 

95/06466 31 mai 1995 (31.05.95) 



FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats designes sauf US): INSTTTUT 

NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE 
[FR/FR]; 145, rue de rUniversite\ F-75007 Paris (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US seulement): MARIN, Elena 
[FR/FRj; 4, rue du Jardin-Neuf, F-91580 SaudrcviUe (FR). 
MARION-POLL, Annie [FR/FR]; 78, rue Francisco-Ferrer, 
F-78210 Saint-Cyr-L'Ecole (FR). 

(74) Mandataire: CABINET REGIMBEAU; 26, avenue K16ber, F- 
75116 Paris (FR). 



(81) Etats deagneV. AU, BG, BR, CA, HU, NO, RO, RU. US, 
brevet europeen (AT, BE, CH, DE, DK, ES, FI, FR, GB. 
GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE). 



Publiee 



; Avec rapport de recherche internationale. 

Avant V expiration du dilai privu pour la modification des 

revendications, sera republiee si de telles modifications sont 

recues. 



(54) Title: NUCLEIC ACID FRAGMENT CODING FOR AN ENZYME INVOLVED IN THE ABSCISIC ACID (ABA) BIOSYNTHESIS 
PATHWAY IN PLANTS 

(54) Titre: FRAGMENT D'ACIDE NUCLE3QUE CODANT POUR UN ENZYME IMPLIQUE DANS LA VOIE DE BIOSYNTHESE 
DE L'ACIDE ABSCISSIQUE (ABA) CHEZ LES PLANTES 

(57) Abstract 

A nucleic acid fragment coding for an enzyme involved in the abscisic acid (ABA) biosynthesis pathway in plants is described. 
(57)Abreg6 

La presente invention conceme un fragment d'acide nucl6ique codant pour un enzyme implique' dans la voie de biosynthese de l'acide 
abscissique (ABA) chez les plantes. 



UN1QUEMENT A TITRE D'INFORMATION 



Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant 
des demandes intcrnationalcs en veitu du PCT* 



AT 


Armenie 


GB 


Royaurae-Uni 


MW 


Malawi 


AT 


Autrichc 


GE 


Georgie 


MX 


Mexique 


AU 


Australie 


GN 


Guinee 


NE 


Niger 


BB 


Bsrbsdc 


GR 


Grfcce 


NL 


Pays-Bas 


BE 


Bclgique 


HU 


Hongrie 


NO 


Norvege 


BF 


Burkina Faso 


IE 


faiande 


NZ 


Nouvelle-Zeiande 


BG 


Bulgaric 


IT 


Italic 


PL 


Pologne 


BJ 


B£nro 


JP 


Japan 


FT 


Pwtugal 


BR 


Brfsil 


KE 


Kenya 


RO 


Roumanie 


BY 


Belarus 


KG 


Kirghizistan 


RU 


Federation de Russie 


CA 


Canada 


KP 


Republique populaire deriwcrarique 


SD 


Soudan 


CF 


Republique centrafncaine 




deCore* 


SE 


Suede 


CG 


Congo 


KR 


Republique de Corte 


SG 


Singapour 


CH 


Suisse 


KZ 


Kazakhstan 


SI 


Stoveaie 


a 


Cfltc d'lvoire 


U 


Liechtenstein 


SK 


Stovaquie 


CM 


Cameroon 


LK 


Sri Lanka 


SN 


Senegal 


CN 


Chine 


LR 


Liberia 


sz 


Swaziland 


cs 


Tcfaecoslovaquie 


LT 


Lituanie 


TD 


Tchad 


cz 


Republique tchique 


LU 


Luxembourg 


TG 


Togo 


DE 


AUan&gne 


LV 


Letionie 


TJ 


Tadjikistan 


DK 


Danemark 


MC 


Monaco 


TT 


Trinite-et-Tobago 


EE 


Estonie 


MD 


Republique de Moldova 


UA 


Ukraine 


ES 


Espagne 


MG 


Madagascar 


DG 


Ouganda 


fl 


Finland* 


ML 


Mali 


US 


Etats-Unb d'Amerique 


FR 


France 


MN 


Mongolie 


uz 


Ouxbflcistan 


GA 


Gabon 


MR 


Mamitanie 


VN 


Viet Nam 



BNSDOCID: <WO 9638566A1_I > 



WO 96/38566 PCT/FR96/00820 

1 

"FRAGMENT D'ACIDE NUCLEIQUE CODANT POUR UN ENZYME 
IMPUCLUE DANS LA VOIE DE BIOSYNTHESE DE L'ACIDE 
ABSCISSIQUE (ABA) CHEZ LES PLANTES" 

La presente invention concerne le clonage d'un gene implique 
dans la voie de biosynthese de l'acide abscissique (ABA) dans les plantes. 



Plus particulierement, la presente invention concerne un 
fragment d'acide nucleique isole codant pour une enzyme impliquee dans 
la voie de biosynthese de PABA. 



L'acide abscissique (ABA) est considere comme une "hormone de 
stress" vegetale parce qu'il est accumule lorsque les plantes sont soumises 

10 a des stress divers tels que sols salins, faibles temperatures, gel et 
secheresse. L'ABA induit des reponses au niveau ,de la plante hote qui 
augmentent la tolerance au stress. La teneur en_eau des tissus vegetaux et 
le fonctionnement des stomates sont regulees par l'ABA (Tal et Nevo, 1973). 
L'ABA commande egalement les aspects de dormance et de germination des 

15 graines (Koornneef et aL, 1982, 1989), et favorise une embryogenese 
normale et une formation de proteines stockees dans les graines (se 
reporter a Kermode, 1 990) . 

Malgre son importance capitale pour les plantes, la physiologie de 
20 l'ABA est encore mal comprise. La majorite des informations concernant la 
physiologie de TABA et son role a ete fournie par Tanalyse de mutants 
affectes dans la synthese ou dans la reponse induite par l'ABA (Zeevaart et 
Creelman, 1988). Les donnees moleculaires obtenues jusqu'ici concernent 
seulement des genes impliques dans le signal de transduction de TABA. Des 
25 mutants au niveau du locus viviparous- 1 du mai's ( vpl) presentent une 
sensibilite reduite a l'ABA (Robichaud et al., 1980). Le gene yrjl, clone par 
6tiquetage par un transposon (McCarty et al M 1989), code pour un 
activateur transcriptionnel VP1. Les mutants d' Arabidonsis insensibles a 
l'ABA (abi) ont ete selectionnes grace a leur capacity & germer sur de 
30 fortes concentrations d'ABA (Koornneef et aL, 1984). Les genes abil et abi3 
ont ete isoles par un clonage positionnel encore appele m£thode de 
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marche sur le chromosome (Leung et ah, 1994; Meyer et al. t 1994; Giraudat 
et al., 1992). Le gene abil code pour une phosphatase regulee par le 
calcium, alors qu*abi3 code pour une proteine homologue a VP1 . 

5 Des etudes biochimiques de mutants deficients en ABA ont permis 

Telucidation de la voie de biosynthese de l'ABA. La biosynthese de l'ABA 
chez les plantes superieures se realise via une voie de synthese C40, 
denommee "indirecte", voie de synthese qui derive des, carotenoides 
(Zeevaart et Creelman, 1988; Gage et al., 1989). Une preuve recente indique 

10 que le precurseur de type xanthophylle de l'ABA est la 9'-cis-neoxan thine, 
qui est formee a partir de la trans-violaxanthine (Li et Walton, 1989; Parry 
et al., 1990). Des mutants presentant des taux d'ABA reduits ont ete 
seleciionnes sur la base de leur dormance de graine reduite ou de leur 
phenotype de fletrissement. Les mutants viviparous du mais vp-2. vp-5 . 

15 yp-7 et vp-9 sont deficients en ABA et sont bloques de maniere simultanee 
dans les stades precoces de la biosynthese des carotenoides. En 
consequence, ils pr^sentent un photo-blanchiment, du au manque de 
protection des appareils photosynthetiques par les carotenoides (Moore et 
Smith, 1985; Neil et al., 1986)* Le mutant aba d' Arabidopsis thaliana 

20 presente une deficience au niveau de Tepoxydation de la zeaxanthine 
(Duckham et al., 1991; Rock et Zeevaart, 1991) qui est consideree comme la 
premiere etape de la biosynthese de l'ABA (Taylor, 1991). Plusieurs 
mutants isoles chez la tomate (flacca et sitiens ). la pomme de terre 
( droopy) , l'orge (nar2_a) ou chez Nicotiana plumbaginifolia ( abal ) 

25 presentent une deficience au niveau de la derniere etape de la voie de 
synthese (pour revue voir Taylor, 1991) : 1'oxydation de Taldehyde-ABA en 
ABA (Linforth et al M 1987). Finalement, le mutant wiltv du pois (Duckham 
et al, 1989) et le mutant notabilis de la tomate (Taylor et al., 1988) sont 
probablement affectes dans une des autres etapes de la voie de biosynthese 

30 (Taylor, 1991), Malgre un progres considerable dans Telucidation des 
etapes biochimiques de la voie de biosynthese de l'ABA, aucun gene de 
cette voie de synthese n'a pu etre clone jusqu'a main tenant. 

Le but de la presente invention est Pisolement d'un gene de la voie 
35 de biosynthese de l'ABA. 
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Compte-tenu du role physiologique de l'ABA au niveau du 
developpement, de la tolerance des plantes au stress, de la dormance ou de 
la maturation des graines, un gene de la voie de biosyn these de l'ABA peut 
etre utilise" pour controler ou modifier la synthese de l'ABA dans des 
plantes transgeniques. 

Comme la productivity des plantes est fortement affectee par les 
stress environnementaux, 1 'amelioration genetique d'une tolerance au 
stress est une des taches les plus importantes en agriculture. Une 
surproduction d'ABA, a 1'aide d'un promoteur inductible, peut accelerer la 
reponse d'une plante vis-avis d'un stress environnemental. Par exemple, 
la transformation de certaines plantes tropicales avec un gene de la 
biosynthese de l'ABA sous la commande d'un promoteur pouvant etre 
induit par le froid peut aboutir a une meilleure adaptation a des climats 
froids. Une autre application importante de la modification gen<§tique de la 
biosynthese de l'ABA est la creation de plantes transgeniques ayant une 
dormance de graine reduite par diminution des niveau* en ABA dans les 
graines matures. Ceci peut etre realise par l'lntroduction d'un gene 
anti-sens de la biosynthese de l'ABA, sous la commande d'un promoteur 
specifique aux graines. Dans cette strategic H est essentiel d'assurer un 
stockage proteique et lipidique correct dans les graines, pour garantir un _ 
bon developpement des futures plantes. 
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La presente invention fournit pour la premiere fois l'isolement et 
la caracterisation moleculaire d'un gene de la voie de biosynthese de 
l'ABA. Un nouveau mutant deficient en ABA (appele aba2 ) a ete isole par 
une mutagenese d'insertion induite par un element transposable Ac dans 
Nic/otiana plumbaginifolia . L'interet essentiel de ce mutant est que le gene 
de la voie de biosynthese de l'ABA y est etiquete car la mutation, cause de 
deficience en ABA est due a l'insertion de l'element Ac. L'analyse de 
l'ADNc correspondant indique que celui-ci code pour une epoxydase de la 
zeaxanthine. Cette epoxydase est originale et le controle de son expression 
^ est determinant car elle catalyse vraisemblablement les deux premieres 

etapes de la biosynthese de 1 'ABA. 



30 



35 



RNRnnr.m: <WO 9638S66A1 \ > 



WO 96/38566 PCT/FR96/00820 



Les experiences d'etiquetage de gene, a l'aide de mutation par 
insertion d'elements transposables, quelle que soit l'espece, sont 
totalement aJeatoires et peuvent prendre plusieurs annees. En effet, il faut 
obtenir des transformants primaires (2 a 6 mois selon les especes), puis 
obtenir leurs descendants jusqu'a la quatrieme generation pour obtenir 
eventuellement un mutant et le caracteriser genetiquement. Le temps de 
generation varie selon les especes de 6 semaines chez Arabidonsis a 4 mois 
chez Nicotiana plumbaginifolia. / 
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Par ailleurs, ces experiences doivent etre menses sur une grande 
quantite de plantes pour esperer ^soler un mutant donne. Le genome 
d' Arabidopsis est estime a 100 Megabases.celui de N. plumhnpinifniia est 
estime" a 1000 Megabases. La sequence transcrite 1 du gene isole mesure 
environ 2 Kilobases. Les insertions dans les introns ne donnent en 
15 general pas de mutation detectable. On peut done estimer qu'il serait 
necessaire de tester la descendance d'environ 50 000 plantes pour 
Arabidopsis et 500 000 plantes chez N. plumbaginifnli* ayant subi un 
evenement de transposition. Ceci represente un travail et une surface de 
serre impossibles a realiser de facon systematique. 

20 

II etait connu un mutant d' Arabidonsis thaliann deficient en ABA 
mais le gene n'etait pas etiquete de sone qu'il n'avait jamais pu etre isole. 

La methode dite de clonage positionnel ou encore de marche sur le 
25 chromosome ne pouvait permettre d'isoler de facon evidente un tel gene a 
panir du mutant de biosynthese de l'ABA chez cette espece. La marche sur 
le chromosome necessite en effet, de disposer de marqueurs (RAPD, 
AFLP...) a proximite (environ 200 Kilobases) du gene a doner et d'une 
banque de YACS ou de cosmides. Une fois le gene localise sur un cosmide ou 
30 un YAC, il s'agit de transformer le mutant avec des fragments de ce clone 
jusqu'a trouver le gene correspondant. L'ensemble de ces experiences 
necessite plusieurs annees de travail. Seulement quelques genes ont ete 
clones par cette technique a ce jour, alors que plusieurs centaines de 
mutants ont ete identifies chez Arabidomis C'est pourquoi, bien que le 
35 mutant deficient en acide abscissique ait ete isole en 1982 chez Arabidonsis 
le gene correspondant n'a toujours pas ete clone par cette technique. 
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La presente invention a done pour objet un fragment d'acide 
nucleique isole codant pour un enzyme implique dans la voie de 
biosynthese de 1'acide abscissique (ABA) chez les plantes. 

Plus particulierement, l'enzyme est une epoxydase impliquee dans 
les deux premieres etapes de la voie de biosynthese de l'ABA. Plus 
particulierement encore, l'enzyme presente une activite d'epoxydation de 
la zeaxanthine. • 
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25 



30 



Dans un mode de realisation prefere, la presente invention a pour 
objet un fragment d'acide nucleique isole, caracterise en ce qu'il 
comprend tout ou partie d'une sequence de nucleotides telle que montree 
dans l'identificateur de sequence N° 1, ou tout ou partie d'une sequence 
homologue a celle montree dans l'identificateur de sequence N' 1, ou tout 
ou partie d'une sequence complementaire de ladite sequence de 
l'identificateur de sequence N° 1 ou d'une sequence homologue. 



Par "fragment d'acide nucleique", on entend ici un polymere de 
nucleotides pouvant etre de type ADN ou ARN. Ces termes sont definis dans 
20 tous les ouvrages de base de biologie moleculaire. Preferentiellement, un 
fragment d'acide nucleique selon I'invention est un fragment d'ADN 
double brin. 



Le terme "partie" designe un fragment comportant une portion 
d'au moins 500 de preference au moins 1000 nucleotides identiques a une 
portion d'une longueur equivalente de la sequence nucleotidi que indiquee 
dans l-identiHcateur de sequence (IDS N° 1) ou de son complementaire. 

Le terme "homologue" fait reference a tout acide nucleique 
presentant une ou plusieurs modification(s) de sequence par rapport a 
tout ou partie de la sequence montree dans l'IDS N' 1, et codant pour un 
enzyme ayant l'activite mentionnee ci-dessus. 
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Ces modifications peuvent etre obtenues par mutations, deletion 
et/ou addition d'un ou plusieurs nucleotide(s) par rapport a la sequence 
native. Hies peuvent etre introduites notamment pour ameliorer Pactivite 
de 1'enzyme. Dans ce contexte, on preferera un degre d'homologie de 70 % 
5 par rapport a la sequence native, avantageusement de 80 % et, de 
preference, de 90 %. L'homme du metier sait ou effectuer les modifications 
afin de ne pas alterer de maniere dr^stique la fonction de Penzyme et 
connait egalement les techniques pepnettant d'evaluer si Phomologue 
genere a 1'activite enzymatique, par exemple par insertion en amont d'un 
10 gene reporter dont Pexpression est facilement detectable (p-galactosidase, 
cathechol-oxygenase, luciferase oju encore un gene conferant la 
resistance a un antibiotique). Mais tout autre technique conventionnelle 
peut egalement etre employee. 

15 La sequence de 1'IDS N° 1 est une sequence isolee du mutant aba2 

decrit ci-apres. II s'agit de la sequence d'ADNc c'e^t-a-dire depourvue des 
introns. 

De preference, le fragment selon Pinvention comprend tout ou 
20 partie de la sequence codante allant du nucleotide n° 41 a 2029, de PIDS/41 
N°l, ou son complementaire, ou d'une sequence homologue ou 
complementaire de ladite sequence homologue. 

De fagon avantageuse, le fragment selon Pinvention comporte en 
25 outre la sequence leader allant du nucleotide n° 1 a 40 de PIDS N° 1. 

De meme, le fragment selon Pinvention comporte de fagon 
avantageuse, la sequence de terminaison allant du nucleotide 2030 a 2400 
de PIDS N° 1. 

30 

De fagon classique, il comporte ladite sequence de terminaison 
augmentee d'une queue poly A a son extremite 3\ 

Selon une variante encore preferee, le fragment selon Pinvention 
35 comprend la sequence complete de 2400 nucleotides telle que montree sur 
PIDS N° 1, une sequence homologue, une sequence complementaire, ou 
une sequence homologue a ladite sequence complementaire. 
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L'invention inclut egalement toute sequence capable de s'hybrider 
dans des conditions stringentes avec une de ces sequences et codant pour 
une meme activite enzymatique impliquee dans la voie de biosynthese de 
l'ABA, notamment dans les deux premieres etapes. 

La presente invention a pour objet un vecteur de clonage 
caracterise en ce qu'il comporte un fragment d'acide nucleique selon la 
presente invention. 

Dans un mode de realisation, un vecteur de clonage comporte une 
sequence codante complete de 2400 nucleotides telle que representee dans 
l'IDS N° 1. 



II doit etre bien entendu que l'invention a egalement pour objet 
15 toute sequence d'ADN equivalents c'est-a-dire qui differe des sequences 
mentionnees ci-dessus seulement par une ou plusieurs mutations neutres, 
c'est-a-dire dont le changement ou la substitution de nucleotides en cause 
n'affecte pas la sequence primaire de la proteine resultante. 



A titre de vecteur de clonage comprenant le fragment, on peut citer 
les vecteurs comprenant une sequence d'ADN contenant au moins une 
origine de replication telle que des plasmides, des cosmides, des 
bacteriophages, des virus etc. On utilisera de preference toutefois, des 
plasmides. 

De preference le fragment d'ADN selon l'invention sera associe a 
une sequence regulatrice appropriee pour sa transcription et sa 
traduction (ci-apres regulon) tels que des promoteurs, y compris des 
codons start et stop, des "enhancer", des operateurs. Les moyens et 
methodes pour identifier et selectionner ces promoteurs sont bien connus 
de Thomme du metier. 
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Les fragments d'ADN selon Invention peuvent etre introduits dans 
des cellules de plantes selon des mecanismes connus tels que par 
l'intermediaire du plasmide Ti d' Agrobacterinm tumpfaH^c ou par 
transfens directs de genes tels que par la methode d'electroporation. On 
pourra utiliser avantageusement dans ce cas, mais non obligatoirement, le 
regulon constitutif du gene correspondant. 

Alternativement, les fragmen/s d'ADN selon l'invention peuvent 
etre utilises pour transformer des micro organismes ou des cellules 
eukaryotiques pour doner et produire l'enzyme Epoxydase correspondant. 



La presente invention permet enfin d'amejiorer ia resistance au 
stress des plantes, en introduisant dans les cellules desdites plantes un 
fragment d'ADN codant selon l'invention, dans des conditions permettant 
15 sa replication et son expression. 

i 

Les precedes de genie genetique qui permettent de bloquer 
1'expression d'un gene dans une plante, sont connus. 

20 Ainsi, I'expression du gene peut etre bloquee par hybridation de 

l'ARNm transcrit par ledit gene avec un fragment d'ARN complementaire 
d'au moins une partie de l'ARNm transcrit par 1'un desdits genes. 

Ledit fragment d'ARN complementaire d'au moins une partie de 
25 l'ARNm transcrit par l'un desdits genes peut etre introduit tel quel dans 
les cellules de plantes a transformer ou sous forme d'un fragment d'ADN 
place sous le controle d'un promoteur transcriptionnel, de sorte que la 
transcription dudit fragment d'ADN fournisse une sequence d'ARN 
complementaire d'au moins une partie de l'ARNm transcrit par le gene. 

30 

On peut introduire dans les cellules d'une plante, un plasmide 
contenant un fragment d'ADN exogene place sous le controle d'un 
promoteur transcriptionnel, de sorte que la transcription dudit fragment 
d'ADN fournisse une sequence d'ARN complementaire d'au moins une 
35 partie de l'ARNm endogene transcrit par le gene. 
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On peut aussi se contenter d'agir sur la regulation du gene 
endogene de l'enzyme en modifiant les genes de regulation qui 
contribuent a son expression de maniere a ce qu'ils induisent un blocage 
de l'expression de l'enzyme endogene du fait de ces modifications. 

De facon appropriee, ledit fragment d'ADN exogene code pour une 
sequence d'ARN complement^ d'uAe partie de l'ARNm transcrit par le 
gene comportant le site de liaison au/ribosome et/ou le site d 'initiation de 
la traduction. 
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Le gene exogene est en genefal un gene heterologue, c'est-a-dire 
qui provient d'une plante, d'une espece different? de la cellule hote, le 
gene codant pour l'enzyme ordinairement non produit par la plante dans 
le genome de laquelle il est introduit. 

Le gene exogene introduit dans le genome de la plante peut aussi 
etre un gene homologue au gene endogene, c'est-a-dire dont l'expression 
produit l'enzyme ordinairement produite par la plante. 

De facon appropriee. ledit fragment d'ADN exogene code pour une 
sequence d'ARN complementaire de plus de 80 % de l'ARNm par 1'un des 
genes precites. 

Ledit fragment d'ADN exogene peut etre un fragment d'un des 
genes fonctionnels codant pour une enzyme precitee, ce fragment etant 
place en sens inverse du gene endogene par rapport au promoteur, de 
sorte que la transcription dudit fragment de gene inverse se produit dans 
un sens inverse au sens de transcription du gene pour s'hybrider a 
l'ARNm endogene dudit gene et en bloquer l'expression. 



On emend par "gene fonctionnel codant pour l'enzyme" une 
sequence d'ADN qui peut done etre plus courte ou plus longue que la 
sequence codante totale, du gene complet de l'enzyme. En particulier, le 
"gene fonctionnel" pourra corresponds a une sequence codante 
35 depourvue des introns. 
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On peut aussi pour introduire un fragment d'ARNm ou d'ADN dans 
la plante, mettre en oeuvre tout d'abord les methodes de transfer: direct de 
genes connues de l'homme de l'art, telles que la micro-injection directe 
dans des cellules d'embryon ou encore la precipitation directe au moyen 
de EPG ou le bombardement par canon de particules ou par infection avec 
une souche bacterienne dans laquelle le fragment d'acides nucleiques a 
ete introduit. 

On peut aussi infecter la plante par une souche bacterienne, 
notamment d'ARrobacterium tumefacien.s selon une methode eprouvee 
(Schell et van Montagu, 1983) ou d'Agrobacterh,™ rh^ f — „ notamment 
pour les especes recalcitrances a la transformation (Chilton et al., 1982). La 
souche bacterienne comportera ledit fragment d'ADN codant pour 
l'enzyme sous le controle d'elements assurant la transcription en ARNm 
dudit gene. La souche pourra etre transformee par un vecteur dans lequel 
est insere le gene codant l'enzyme sous le controle d'elemems assurant la 
transcription dudit gene. Ce gene sera insere par exemple dans un vecteur 
binaire tel que P BINI19 (Bevan, 1984) ou pMON 505 (Horsch et Klee, 1986) 
ou tout autre vecteur binaire derive des plasmides Tl et Ri. U pourra aussi 
etre utilement introduit par recombination homologue dans un plasmide 
Tl ou Ri desarme, tel que P GV 3850 (Zambryski et al., 1983) avam la 
transformation de la plante. 

D'autres avantages et caracteristiques de la presente invention 
apparaitront a la lumiere de la description detaillee qui va suivre faite en 
reference aux figures dans lesquelles : 

La figure 1 represente 1'effet de la dessiccation sur le poids de 
feuilles detachees de type sauvage et du mutant AA67 (aba2J de Nicotiana 
Plumbaginifolia. Les feuilles ont ete recoltees, sechees doucement sur un 
papier de type absorbant et pesees toutes les 5 min. dans 1'atmosphere 
dessechante d'une hotte a flux laminaire. La moyenne et l'erreur standard 
de six experiences independantes sont indiquees. 



35 
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La figure 2 represente le profil en carotenoides de feuilles de type 
sauvage et du mutant AA67 (aba2). 

La figure 3 represente le schema de biosynthese de TABA a partir 
5 de la zeaxanthine. Adaptee a partir de la voie de synthese proposee par Li 
et Walton (1990) et Parry et al. (1990). 
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La figure 4 represente 1'anaiyse de Southern de l'ADN de la 
descendance mutante et sauvage de la plante mutante AA67 ( aba 2) . 
portant un element trAc . L'ADN digere par EcoRI a ete hybride a la sonde A 
(sur le bord 5' de Ac ). R 0 indique lej transformant primaire; R lf la plante 
AA67 parentale; Ml a M3, la descendance mutante R 2 ; Nl a N5, les plantes 
R 2 ayant un phenotype sauvage; p indique la proportion de mutants dans 
la descendance de chaque plante. 

La figure 5 represente la carte de restriction partielle du locus 
mute par l'insertion de Ac. Les positions des sondes correspondant a Ac et a 
l'ADN adjacent sont indiquees par des barres A, B et C. 



20 La figure 6 represente 1'analyse de northern de TARN de feuilles de 

type sauvage et du mutant aba2 hybride avec la sonde C (figure 3B) et avec 
la sonde pATPase. 

La figure 7 represente Tanalyse de Southern de l'ADN de plantes 
25 revertantes dans la descendance d'une plante mutante homozygote. La 
digestion a ete realisee par EcoRV et Thybridation avec la sonde C 
(figure 5). Les pistes sont les suivantes : WT f type sauvage; R lf plante AA67 
parentale; R 2 , une plante R 2 heterozygote; lignes 1 a 5 sont les plantes 
revertantes de la descendance R 3 d'une plante mutante R 2 homozygote; M4 
30 et M5, deux plantes mutantes R 2 homozygotes. 

La figure 8 represente la sequence de l'ADNc complet avec la 
sequence d'acides amines deduite pour le plus grand ORF demarrant par 
une methionine. Le premier codon d'initiation et te codon stop sont 
35 indiques en caracteres gras. La sequence de 8 pb dupliquee dans le locus 
genomique apres Tinsertion de Ac est encadree. 
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La figure 9 represente les trois domaines d'homologie significative 
de la proteine sont represented. Le motif de liaison a l'ADP (a), le motif 
central de fonction inconnue (b) et le motif de liaison au FAD (c). Les 
positions des acides amines sont indiquees entre parentheses. 
5 Abreviations: (-) n'importe quel residu; (w) Y, W, F (acides amines ayant 
un groupe aromatique); (x) K, R, H, S, T, Q, N (acides amines basiques ou 
hydrophiles); (y) A, I, L, V, M, C (acides amines petits et hydrophobes); (z) 
D, E (acides amines acides); (#) inegalites de la sequence de 1'epoxydase; 
(Epox.) epoxydase supposee de la zeaxanthine de Nicotian a 
10 plumbaginifolia. 

La Figure 10 represente les etudes d'import dans les chloroplastes 
des produits de traduction du cDNA. La piste 1 est chargee des marqueurs 
de poids moleculaire, T est charge avec un microlitre de melange de 
15 traduction, C est charge avec la reaction d'import (correspondant a 1/4 du 
total de la reaction de l'import), P est charge avec la reaction de l'import 
apres traitement proteasique (correspondant a 1/4 de la reaction de 
l'import). 



20 
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Les abreviations suivantes sont utilisees ci-apres 

"ABA" pour acide abscissique ; "ABA-GE" pour ester de 
l'ABA-glucose ; "pb" pour paires de bases ; "DW" pour poids sec ; "FW" pour 
poids frais ; "HPLC pour chromatographic liquide haute-pression ; "nf 
pour nucleotide (s) ; "ORF" pour cadre de lecture ouvert. 

1. Isolement d'un mutant dencient en ABA dans une lign^e de 
Nicotiana plumbaginifolia portant un element transposable A£ 

L'element transposable du mais Ac, insere dans la sequence d'un 
marqueur de resistance a la kanamycine (Baker et al., 1987) a ete introduit 
via une transformation par Agrobacterium dans N. nlumhap inif^i;^ 
donnant naissance a des transformants primaires R 0 (Marion-Poll et al., 
1993). 
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1.1. Materiel et methode 

Des plantes transgeniques de Nicotiana plumbapinifnlia C v. vjviani 
ont ete obtenues par transformation avec la construction pGV 3850 
5 Hygro:pKU 3Ti (Baker et al., 1987) et caracterisees comme precedemment 
decrit (Marion-Poll et al., 1993). 



10 
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Le criblage des phenotypes njutants a ete realise en utilisant des 
graines sterilisees en surface, etalees sur un milieu BN0 3 (Gabard et al., 
1987). Pour favoriser une germination uniforme, les graines ont ete 
placees pendant 10 a 20 jours dans ijne chambre de germination ayant une 
difference importante au niveau des temperatures jour/nuit (25 VI 7°C) et 
des jours courts (8 h/16 h). Les boites contenant de jeunes plantules ont 
ete transferees dans une chambre de croissance (16 h de jour/8 h de nuit 
15 et 25°C) pour permettre une croissance plus rapide. Des plantules agees de 
6 semaines ont ete transferees en sol. Les plantules du mutant aba2 ont ete 
incapables de croitre dans des conditions de serre standards et ont ete 
mises a pousser sous un film de plastique dans la serre (avec une 
atmosphere saturee en eau) ou dans une chambre de croissance (90 % 
d'humidite relative, 16 h de jour/8 h de nuit ct de 25V17°C). Toutes les 
analyses moleculaires et biochimiques ont ete realisees sur des feuilles 
non-stressees recoltees avant la periode de floraison. Le protocole de stress 
hydrique utilise a ete decrit par Parry et al., (1991). 

25 1.2. R£sultats 

La transposition de Ac a 6te controlee dans la descendance (R t ) des 
transformants primaires en utilisant le marqueur decision de la 
resistance a la kanamycihe. Ceci a permis la selection de 1000 plantes Ri 
30 resistantes a la kanamycine qui ont ete cultivees jusqu'a maturite, et dont 
la descendance a ete mise a germer in vitro . 
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L'une d'entre elles (AA67) a montre une segregation pour un 
phenotype de germination precoce. Des graines du mutant AA67 
fraichement recoltees ont germe en 4 a 7 jours, alors que les graines de 
type sauvage ont necessite 10 a 15 jours. Ce phenotype presentait une 
5 segregation de type mendelien caracteristique d'une mutation recessive et 
monogenique. Les jeunes plantules mutantes etaient extremement 
sensibles au stress hydrique probablement parce qu'elles n'assuraient pas 
la fermeture de leurs stomates. Les feuilles mutantes ont perdu 48% de leur 
poids frais (FW) en 60 min dans un courant d'air alors que pendant la 
10 meme periode, les feuilles de type sauvage ont perdu seulement 1 1% de FW 
(figure 1 ). Ceci.a impose de mettre les plantes a pousser dans 90 a 100 % 
d'humidite relative. Les jeunes plantes mutantes traitees par une 
pulverisation journaliere d'ABA a 40 M M pendant deux semaines ont 
recupere la vitesse de transpiration du type sauvage lorsque des feuilles 
15 detachees ont ete testees (donnees non-presentees). Le greffage de plantes 
mutantes sur des tiges de tabac de type sauvage a egaiement permis la 
restauration du phenotype sauvage. 

Le mutant AA67 a ete croise avec le mutant aba 1 . precedemment 
20 isole chez N. nlumbaginifolia (Bitoun et al, 1989, Rousselin et al., 1992). La 
complementation entre ces deux mutants a montre qu'ils etaient mutes sur 
des genes differents. En consequence, le mutant AA67 a ete appele aba2 . 

2. Relation entre la mutation aba2 et Pinsertion de I'element A£ 

25 

2.1. Materiel et methode 



2.1.1. Analyse de Southern 

L'ADN genomique a ete extrait a partir de 2 g de materiel foliaire 
comme decrit par Dellaporta et al. (1983), et purifie sur un gradient de 
chlorure de cesium. Dix pg d'ADN ont ete digeres par les enzymes de 
restriction appropriees, separes sur des gels d'agarose a 0,8 % et 
transferes sur une membrane de nylon (Hybond-N, Amersham). 
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L'h}'bridation des membranes a ete realisee dans des conditions 
stringentes en utilisant les sondes A (un fragment AccI-HindM de 0,7 kb 
de 1'extremite 5' d'Ac), 6 (un fragment Hindlll-AccI de 0,8 kb du bord 3' 
d'Ac) et C (une sonde d'IPCR decrite ci-dessous), comme represents sur la 
5 figure 5. 

2.1.2. Analyse de northern 

Les ARN totaux des feuilles ont ete extraits selon Verwoerd et al. 

10 (1989) et8jig ont ete charges sur un gel d'agarose a 1,2 % contenant du 
formaldehyde (Maniatis et al., 198^)- Les hybridations ont ete realisees 
dans des conditions stringentes un utilisant la sonde C (figure 5) et le 
fragment d'ADNc EcoRI-Sall de 1,6 kb de la sous-unite p. codee par le 
noyau, de PATPase mitochondriale provenant de N. plumbaginifolia 

15 (Boutry etChua, 1985). 

2.1.3. Reaction inverse de polymerisation en chaine (IPCR) 

L'amplification IPCR des sequences adjacentes a Ac a ete realisee 
20 comme decrit par Earp et al. (1990). Pour ramplification des sequences 
adjacentes 5' et 3', l'ADN genomique a ete digere par Kpnl et ligature a 
l'aide de l'ADN ligase du phage T4. La reaction PCR a ete realisee avec les 
oligonucleotides #2 ( 5 'CG ATAACGGTCGGTACGGG A-3 ') et #6 (5'- 
CCCGTTCGTTTTCGTTACCG3*). ^oligonucleotide #2 s'hybride a 44 pb situees 
25 en aval du bord 5' d'Ac- ^oligonucleotide #6 s'hybride a 115 pb situees en 
amont du bord 3* d'Ac. Les reactions de PCR ont utilise les conditions 
suivantes : 30 cycles de denaturation de 45 sec a 94°C, 30 sec d'hybridation 
a 60°C, 2 min d'extension a 72°C avec une extension finale unique de 10 
min a 72°C. Le fragment de 2 kb amplifie a ete clone et partiellement 
30 sequence par des processus classiques. Ce fragment a ete utilise comme 
sonde C (figure 5) pour s'hybrider a des transferts northern et Southern 
et pour cribler une banque d'ADNc. 

2.2. Resultats 

35 
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2.2.1. La mutation aba 2 est due a Pinsertion de &L. 

La mutation responsable de la deficience en ABA a co-segrege avec 
une nouvelle bande s'hybridant a Ac dans I'analyse de Southern de la 
5 descendance par autofecondation d'une plante R x AA67. Les ADN 
provenant de la descendance mutante et sauvage ont ete analyses par 
digestion par differentes enzymes et hybrides avec la sonde A (bord 5' de 
Ac). Apres digestion EcoRI, le transformant primaire (R 0 ) a presente une 
bande unique de 3 kb s'hybridant a Ac, correspondant a la localisation 
d'Ac au sein de l'ADN-T (figure 4). Dans la plante R , AA67. deux nouvelles 
insertions d'Ac (signaux d'hybridation a 4,5 et a 2,6 kb) ont ete revelees 
par la meme sonde. Comme visualise sur la figure 4, la bande de 4,5 kb etait 
presente dans chaque plante mutante R 2 (Ml a M3) mais seulement dans 
cenaines des plantes soeurs R 2 presentant un phenotype sauvage (Nl a 
15 N5). La bande plus petite de 2,6 kb representait une seconde insertion d'Ac, 
non-liee a la mutation responsable de la deficience en ABA. 

En tout, 26 plantes presentant un phenotype sauvage et 13 plantes 
mutantes ont ete analysees. Toutes les plantes mutantes ont presente la 

20 bande de 4,5 kb s'hybridant a Ac.. Sur 26 plantes normales, 17 avaient la 
bande de 4,5 kb et presentaient une segregation, au niveau de leur 
descendance, dans laquelle une plante sur quatre avait le phenotype 
mutant. 8 autres plantes ne presentaient pas la bande de 4,5 kb et ont 
donne une descendance de type sauvage. Ces resultats sont en accord avec 

25 le rapport des heterozygotes pour la mutation (deux-tiers) (66,6%) attendu 
au sein de plantes ayant un phenotype de type sauvage. Ces donnees ont 
suggere que la mutation etait liee a la bande trAc. 



30 



Une des plantes a phenotype sauvage ne presentait pas la bande a 
4.5 kb mais segregeait le phenotype mutant en descendance. La possibility 
d'une excision d'Ac dans cette plante a ete etudiee. 



RNRnoCir> <WO 9E38SS6«1 I > 



WO 96/38566 PCT7FR96/00820 

17 

2.2.2. La mutation aba2 est instable. 

Le mutant heterozygote ne presentant pas la bande de 4.5 kb 
pourrait etre du a un evenement d'excision imprecise ne restaurant pas la 
5 fonctionnalite du gene. Un fragment Kpn I (figure 5) a ete clone et 
sequence apres amplification IPCR. Des oligonucleotides ont ete 
synth<*tis£s de chaque cote de 1'insertion d'Ac. L'ADN correspondant a ete 
amplifie et sequence chez le sauvage et le mutant heterozygote. Une 
empreinte d'excision de 7pb laissee par l'excision d'Ac est 
10 vraisemblablement responsable du phenotype. En effet, la sequence 
partielle du fragment Knp I indiqu^e que 1'insertion d'Ac s'est produite 
dans une sequence codante. L'excision d'Ac a provoque l'introduction 
d'un codon stop TGA en phase dans les 7pb additionnelles et le mutant 
stable a ete appele aba 2-sl . 

15 ; 

La descendance provenant d'une plante mutante, homozygote pour 
la bande de 4,5 kb s'hybridant a Ac, a ete mise a pousser et criblee pour 
l'apparition d'evenements de reversions somatique et germinale, 
aboutissant a une vitesse de transpiration normale et a une survie dans des 

20 conditions de serre. La reversion de la mutation vers le type sauvage 
devrait etre en correlation avec la restauration d'un fragment d'ADN de la 
taille de celui du type sauvage. Cinq plantes revertames (trouvees parmi 
approximativement 5000 graines) ont ete analysees au niveau moleculaire 
(figure 7). Lorsqu'elles sont hybridees avec la sonde C, les transferts de 

25 Southern des plantes mutantes ont presente un fragment EcoRV de 10 kb, 
s'hybridant egalement aux sondes d'Ac . Une bande EcoRV de 2,8 kb a etc 
egalement revelee et correspond a un fragment genomique situe en aval 
du point d'insertion d'Ac (figure 5). Les plantes de type sauvage ont 
presente une bande de 5,5 kb et la bande de 2,8 kb. Les revertants 

30 portaient le fragment EcoRV de 10 kb avec des quantites variables du 
fragment de 5,5 kb trouve dans le type sauvage. Des niveaux variables de 
signaux suggerent que les revertants sont des chimeres, dans lesquelles 
seulement une partie des cellules a recupere la potentialite a synthetiser 
TABA, complementant ainsi les secteurs mutes et conferant un phenotype 

35 de type sauvage. Le profil a deux bandes trouve dans les plantes 
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revertantes etait similaire a celui observe avec l'ADN provenant de plames 
heterozygotes R 2 (ligne R 2 sur la figure 7), alors que dans des plames 
mutantes homozygotes, seule la bande s'hybridant a Ac etait visible, ainsi 
que la bande de 2,8 kb, situee en aval de 1'insertion d'Ac (pistes M4 et M5 
sur la figure 7). La descendance de certaines plantes revertantes a ete 
semee et evaluee vis-a-vis d'un phenotype a germination precoce. Les 
revertants 1, 2 et 3 ont presente une segregation de la descendance avec 
un taux de un quart de germination precoce, ainsi ils ont. ete consideres 
comme des evenements d'excision d'Ac affectum les cellules L2 
engendrant une descendance revertante. Le reyertant 4 a donne une 
descendance homogene a germination precoce et il pourrait etre 
considere comme un revertant somatique. Pour deux de ces revertants, 
Texcision d'Ac a restaure exactement le profil du type sauvage (voir 
figure 8). 

2.2.3. L'insertion d'Ac est dans une sequence codante. 



L'analyse de transfer! northern realisee sur l'ARN total de feuilles 
de type sauvage et mutantes permet d'observer un transcrit unique de 

20 2.5 kb dans les feuilles de type sauvage apres hybridation avec la sonde C 
(figure 5), alors que chez les feuilles mutantes l'ARNm etait long de 7,1 kb. 
Cette difference de 4,6 kb a suggere la presence d'un element Ac entier 
dans une sequence codante (figure 6). Ceci a ete confirme par le 
sequencage partiel du fragment d'IPCR (voir plus loin). Un tcmoin 

25 d 'hybridation a ete realise avec la sous-unite p, codee par le noyau, de 
1'ATPase mitochondriale de N. nlumhaginifnlin (Boutry et Chua, 1985). 



3. Deficience du mutant aba2 pour l'epoxidation de la zeaxanthine. 

Comme l'instabilite de la mutation aha'2 pouvait donner naissance a 
des secteurs de reversion, les mesures d'ABA et de carotenoides ont ete 
effectuees sur les feuilles du mutant aba2-sl . 
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3.1. Materiel et methode 
3.1.1. Analyse de 1'ABA 

L'analyse de l'ABA et de ses metabolites a ete realisee comme decrit 
par Julliard et al., (1993). Des echantillons de feuilles ont ete 
immediatement congeles dans l'azotef liquide et lyophilises avant d'etre 
r<§duits en poudre. Une extraction dans du methanol non-oxydatif/eau 
(80:20, v/v), une pre-purification et un fractionnement par 
chromatographie liquide haute-pression (HPLC) utilisant un gradient 
d'acide formique/methanol 0,2 % (vj/v) ont ete realises comme decrit ci- 
dessus. Une quantification des molecules immunoreactives a ei6 realisee 
en utilisant un test d'immunosorbant lid a l'enzyme (EUSA). Ce test ELISA 
a ete legerement modifie, en utilisant un anticorps monoclonal anti-ABA 
15 disponible aupres de Phytoscience (Angers, Frjance). marquS par la 
peroxydase conjuguee a un anticorps de chevre dirige contre des 
immunoglobulines de souris (Sigma). 
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3.1.2. Analyse des carotenoi'des 

Pour les mesures des chlorophylles et des carotenoi'des, des feuilles 
ont ete congelees dans l'azote liquide et stockees a -80°C. Des echantillons 
de feuilles (100 mg de poids frais), ont ete broyes dans un mortier avec de 
l'azote liquide et environ 5 mg de NaHC0 3 et ensuite, ont ete extraits par un 
solvant contenant un melange d'acetone-methanol-ether de petrole (50- 
30-20 %). Les extraits ont ete centrifuges pendant 5 min a 12 000 g et le 
surnageant stocke dans de la glace. Le culot a ete remis en suspension dans 
le solvant ci-dessus et centrifuge de nouveau. Ce processus a etd rdpete 
jusqu'a ce que le surnageant soit incolore. Les surnageants finaux ont ete 
passes a travers des filtres de 0,5 \im et ensuite cvapores. Les extraits sees 
ont et6 stockes a -20°C a l'obscurite sous argon. Les pigments de type 
carotenoide ont ete separes par une HPLC non-aqueuse en phase inverse 
comme decrit par Gilmore et Yamamoto (1991). 
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3.2. Resultats 

3.2.1. La teneur en ABA est reduite chez le mutant aba2-sl. 

Trois mesures independantes (chacune repetee cinq fois) de la 
teneur en ABA ont ete effectuees sur des feuilles non stressees de 3 a 5 
plantes. Les feuilles sauvages presentaient de 393 ± 57 a 1263 ± 36 pmol 
d'ABA par gramme de poids sec, et de 158 + 1 1 a 236 + 21 pmol (equivalent 
ABA) d'ABA-GE par gramme de poids sec. La teneur en ABA du mutant 
aba 2 ' sl etait comprise entre 23 et 48 % du sauvage, tandis que celle en 
AGA-GE etait indetectable dans deux des experiences et de 139 pmol dans la 
troisieme. 



3.2.2. La composition en carotenoides est modifiee chez le mutant 
15 aba2-sl. 



La possibility que la lesion dans le mutant aba2 affecte la partie C 40 
de la voie de biosynthese de I'ABA a etc etudiee en analysant le contenu en 
carotenoides des deux types de feuilles sauvages et mutantes. Une des trois 
mesures independantes realisees est representee sur la figure 2. II n'y a 
aucune difference significative dans la quantite totale de carotenoides 
accumules dans les deux genotypes (respectivement 3065 + 160 et 3704 + 
900 jig de carotenoides totaux par g de FW). 11 y avait des differences 
significatives concernant la zeaxanthine et les produits derives. La 
zeaxamhine apocarotenoide n'a pas pu etre detectee dans les feuilles de 
type sauvage, mais elle s'est accumulee jusqu'a 7% du contenu total en 
pigments dans les feuilles du mutant. Au contraire, la violaxanthine, 
l'antheraxanthine et la neoxanthine n'ont pu etre detectees dans les 
feuilles du mutant, companies aux feuilles de type sauvage, ou la quantite 
totale des trois molecules a represents 4,1% du contenu total en 
carotenoides. II peut etre note que les niveaux de p-carotene, de luteine et 
de chlorophylles ont et<§ comparables dans le type sauvage et chez le 
mutant, suggerant que la photo-protection des appareils 
photosynthetiques n'est pas affectee par la mutation. Selon les mesures des 
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carotenoides, on peut conclure que le mutant aba2-sl presente une 
deficience au niveau de 1 'epoxydation de la zeaxanthine qui est de maniere 
consequente accumulee et aboutit a l'absence des produits suivants dans la 
biosynthese de I'ABA (figure 3). 

5 

4. Clonage d 'ADNc et sequence nucleotidique 
4.1. Materiel et methode / 
10 Construction et criblage d'une banque d'ADNc. 

i 

De jeunes plantes, au premier stade foliaire, (agees de 3 a 4 
semaines) ont ete recoltees (en incluant les racines) et TARN total a ete 
purifie. La fraction poly (A) + a ete selectionnee sur des colonnes oligo dT 

15 (Pharmacia). L'ADNc double-brin a ete synthetise en utilisant un kit de 
synthese d'ADNc (Promega) et un adaptateur-amorce-Notl-oligo (dT). 
Apr&s la ligation d'adaptateurs EcoRI (Pharmacia), l'ADNc a ete digere par 
Notl et clone de maniere directionnelle dans le vecteur Xgtll Sfi-Not 
(Promega). Environ 1,5 x 10$ recombinants independants ont ete obtenus 

20 apres empaquetage phagique (Stratagene) et infection dans la souche LE 
392 (Promega). La banque d'ADNc de Xgtll a ete amplifiee dans la souche 
RY 1090 d' Escherichia coli. Une hybridation de plaques phagiques, en 
utilisant la sonde C f a ete realisee selon des procedures standards (Maniatis 
et al M 1982). Des lavages ont ete faits dans des conditions de faible 

25 stringence dans SCC 2 x, sarkosyl 0,5 % a 65°C. Les inserts d'ADN des 
phages recombinants positifs ont ete clones de maniere subsequente dans 
les sites EcoRI-NotI d'un vecteur pBS-SK+ (Stratagene) et dans les sites Eco- 
Rl-SacI d'un vecteur pGEM-7Z (Promega). En utilisant ces sous-clones, le 
sequengage des deux brins a ete realise apres digestion partielle a Paide 

30 d'un kit de deletion a une Exonuclease III (Pharmacia). La sequence 
nucleotidique des clones deletes a ete determinee avec un dispositif de 
sequengage d'ADN automatique ABI 373A (Applied Biosystems) en utilisant 
des amorces a coloration et une enzyme Sequenase. 

35 
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4.2. Resultats 

La sonde C radioactive a ete utilisee pour cribler 3 x 10 5 plaques de 
la banque Xgtll. Un clone positif a montre un insert de 2,4 kb. Ceci etait la 
taille attendue pour le transcrit (figure 6). Apres le clonage dans un 
vecteur pBluescript, ex un sous-clonage dans un vecteur pGEM, l'insert a 
ete completement sequence sur les deux brins. La sequence complete de 
TADNc (longue de 2400 nucleotides) et le plus grand cadre de lecture 
ouvert (ORF) demarrant par une methionine sont represents sur la 
figure 8. Cet ORF se compose de 1989 pb, correspondant a un polypeptide de 
663 residus decides amines (aa), ayant une masse moleculaire predite de 
72,54 kDa. Un codon stop en phase situe en amont de cet ORF au niveau de 
la position nucleotidique -20 confirme que 1'ORF presente sur la figure 6A 
est la region codante entiere du gene correspondant. Si TATG au niveau du 
nucleotide 1 est le codon d'initiation, l'ADNc a une sequence 5' non- 
traduite de 40 pb, une region codante de 1989 pb, et une sequence 3' non- 
traduite de 310 pb, suivie par une queue poly(A) (longue de 58 pb). La 
sequence 3 f non-traduite contient trois signaux supposes d'addition de 
poly(A) (ATAAA) au niveau des nucleotides 2015, 2109 et 2276 (Joshi, 1987). 

Comme indique par un sequencage paniel du fragment Kpnl d'IPCR 
clone, Tinsertion d'Ac a lieu dans TORF au niveau du nucleotide 434 (aa 
145). Les 8 pb dupliquees apres Tinsertion d'Ac dans l'ADN genomique sont 
encadrees sur la figure 8. 

4.3. Recherche d'homologie de sequence. 

Les sequences des nucleotides et des acides amines ont ete utilisees 
pour verifier les homologies possibles avec des sequences dans des 
banques de donnees. Les recherches dans les banques de donnees 
(National Center for Biotechnology Information utilisant the BIAST 
network service) ont revele trois segments de la sequence d'acides amines 
ayant une homologie significative avec des proteines connues de 
Pseudomonas sp. ou d' E. coli (figure 9). Les meilleurs ajustements ont ete 
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obtenus avec nahG (salicylate 1-hydroxylase, You et al., 1991); ubiH 
(2-octaprenyl-6-methoxyphenol monooxygenase, Nakahigashi et ah, 
1992), visA (ferrochelatase, Nakahigashi et al., 1992), pheA (phenol 
monooxygenase, Nurk et al., 1991); pcpB 
5 (pentachlqrophenol-4-monooxygenase, Orser et al., 1993) et PHBH (p- 
hydroxybenzoate hydroxylase, Weijer et al., 1982). Toutes ces sequences 
proteiques partagent une fonction commune, qui est une hydroxylation ou 
une oxydation d'un cycle aromatiqife. Ceci est en accord avec Tactivite 
supposee de la proteine codee par l'ADNc clone, c'est-a-dire l'epoxydation 
10 de la zeaxanthine, un substrat contenant un cycle aromatique. 
Deuxiemement, ces enzymes utilise^t un cofacteur commun, sqit le FAD 
soit le NAD(P). Ainsi, un site de liaison a i'ADP est localise au niveau des 
acides amines 81 a 109, qui correspondent a la sequence consensus 
(empreinte) impliquee dans la liaison a l'ADP (Wierrenga et al., 1986). Ce 
15 motif riche en glycines, commun aux enzymes; se liant au cofacteur, 
permet de predire si une sequence decides amines particuliere peut se 
replier en pap avec des proprietes de liaison a la partie ADP de la NAD(P) 
ou du FAD. Ainsi, un site suppose de liaison au FAD a ete trouve. La 
sequence d'acides amines MQHGRLFLAGD est impliquee dans la liaison au 
20 FAD de PHBH (Wijnands et al., 1986). Les residus d'acides amines 359 a 372 
montrent 9 residus identiques avec cette sequence, suffisammcnt pour 
garantir la conformation qui est necessaire a la liaison au FAD. Quelques 
residus au-dela de ce segment, les acides amines 379 et 382 de notre 
epoxydase supposee sont presents dans les sequences de PHBH et de la 
25 salicylate- 1 -hydroxylase et ont ete decrits comme ayant une importance 
structural et fonctionnelle dans ces enzymes (You et al., 1991). Un 
troisieme fragment d'homologie est compris entre les residus d'acides 
amines 230 et 249 de 1'ORF. Ce segment d'homologie n'a pas encore ete 
decrit jusqu'a maintenant, mais est present dans toutes les sequences 
30 proteiques presentant une certaine hornologie avec la sequence en 
question. 
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5. La proteine ABA2 est importee dans les chloroplastes 

Les recherches sur les bases de donnees ont indique l'existence 
d'une extension a 1'extremite amino terminate de l'ADNc par rapport aux 
5 proteines de Pseudomonas et d' E. coli . L'extension a 1'extremite amino 
terminate etait comprise entre les residus decides amines 1 et 50. Le 
contenu en acides amines dans cette region de la sequence a revele un 
enrichissement en serine et en threonine. Ces acides amines constituent 
respectivement 18 et 8% du contenu total en acides amines de ce peptide, 
10 alors qu'ils sont beaucoup moins abondants dans la sequence complete de 
663 acides amines (6,8 et 5% respectivement). Cette caracteristique a ete 
decrite dans des peptides connus d'adressage au chloroplaste, responsables 
de Pimport de proteines nucleaires (Von Heijne et al., 1989). 

15 5.1. Materiel et methode. 

L'ADNc clone dans un vecteur pBS-SK+ etait traduit a partir du 
promoteur de TARN polymerase de T3. La construction PsaD, codam pour 
une proteine du photosysteme 1 localisee dans les chloroplastes (Kjaruff et 

20 Okkels, 1993), a ete utilisee comme temoin positif pour les reactions 
d'import. La transcription/traduction in vitro a ete realisee avec lug de 
chaque plasmide et avec de la methionine marquee au S35 en utilisant le 
Systeme de Lysats de Reticulocytes couples au TNT (Promega Corporation, 
Madison, WI). Des chloroplastes ont ete isoles a partir de feuilles 

25 provenant de plantes de pois agees de deux semaines selon Cline et ah 
(1985). Les tests d'import ont ete realises comme decrit par Hoff et al. 
(1995). Les echantillons ont ete analyses sur des gels de polyacrylamide- 
SDS (12 % pour la reaction d'import de PsaD et 5% pour notre construction) 
selon Laemmli (1970), suivis par une fluorographic (Skinner et Griswold, 

30 1983). 

5.2. Resultats 

Afin d'etudier la localisation chloroplastique de la zeaxanthine 
35 epoxydase, on a realise la transcription et traduction in vitro du clone 
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d'ADNc correspondant. Les produits de traduction marques ont ete incubes 
avec des chloroplastes purifies de pois. Une partie aliquote de la reaction a 
ete traitee avec de la thermolysine pour degrader les proteines situees a la 
surface du chloroplaste, ainsi seules les proteines situees a l'interieur des 
organites etaient protegees. La Figure 10 represente la fluorographic du 
gel de polyacrylamide-SDS charge avec les reactions d'import. PsaD, une 
proteine de 28 kDa du photosysteme 1, utilisee comme temoin positif, a ete 
importee et maturee (20kDa) comme /attendu (donnees non presentees). La 
proteine epoxydase (72,5 kDa) a ete egalement importee et maturee en une 
proteine mature de 69 kDa, en accord avec I'analyse des donnees de 
sequences. 



10 



i 

6. L'ADNc clone complemente la mutation aba2-sl . 
15 6.1. Materiel et methode. 

\ 

Le vecteur de transformation vegetale pKYLX71-35S2 a ete utilise 
pour doner 1'ADNc entre un promoteur 35S ayant un domaine activateur 
duplique B et une region rbcS 3' (Maiti et al. 1993). Le plasmide resultant, 
ainsi qu'un plasmide temoin sans l'insert d'ADNc, ont ete introduits par 
conjuguaison triparentale dans urie souche LBA4404 d' Agrobacterium 
tumefaciens desarmee, comme decrit par Koncz et Schell (1986). La 
transformation de disques de feuilles a ete realisee comme decrit 
precedemment (Marion-Poll et ah, 1993). Des feuilles de mutants 
homozygotes aba2-sl de plantes cultivees in vitro ont ete utilisees. 



6.2. Resultats 

30 Des disques de feuilles de plantes aba2-sl ont ete transformes via 

Agrobacterium par une construction comportant l'ADNc de Pepoxydase 
sous controle du promoteur 35S ou par un plasmide temoin sans insert. Les 
transformants regeneres poussant sur un milieu selectif ont etd testes 
pour leur composition en carotenoides. Les regenerants transformes par 

35 un plasmide temoin ont montre une absence d'antheraxanthine, de 
neoxanthine et de violaxanthine, et une accumulation de zeaxanthine 
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comme le temoin non-transforme. Les regenerants obtenus apres 
transformation par la construction contenant l'ADNc ont presente une 
composition en carotenoides de type sauvage. Ainsi l'ADNc clone a ete 
capable de retablir le phenotype sauvage lorsqu'il est reintroduit dans 
5 l'environnement genetique mutant, fournissant un argument 
supplementaire pour Petiquetage du gene de 1'epoxydase. 

7. Cartographie du locus ABA2 dans Arabidopsis . 

10 7.1. Materiel et methode. 

Cartographie de TEST d 'Arabidopsis. 

Le criblage par PCR de la banque YAC CIC a ete effectue sur des lots 
15 de YACS tridimensionnels. Les oligonucleotides utilises permettaient 
! 'amplification d'un fragment de 230 pb de la sequence EST (T45502). 

7.2. Res ul tats. 

20 La comparaison de la sequence d'ADNc avec des sequences EST 

(Expressed Sequence Tags) d'une base de donnees (dbEST) a abouti a 
1'identification d'une EST homologue chez Arabidopsis thaliana (numero 
de reference T45502). Cette sequence EST est longue de 480 pb et la 
sequence d'acides amines deduite entre la paire de bases 4 et la paire de 

25 bases 210 montre 71 % d'identite (81 % de simiiarite) avec la sequence 
d'acides amines de l'ADNc de N. plumbaginifolia . Des oligonucleotides,, 
permettant d'amplifier un fragment de 230 pb dans l'ADNc de A. thaliana 
et un fragment genomique de 416 pb, ont ete utilises pour cribler la 
banque YAC CIC d' Arabidopsis (Creusot et al M en preparation). Un clone 

30 YAC unique a ete identifie qui est situe en bas du chromosome cinq et fait 
partie d'un contig contenant le marqueur RFLP ve028, situe a la position 
134.1 sur la carte (Lister, 1995). Cette localisation est en parfaite 
correlation avec la position du locus aba sur la carte d' Arabidopsis 
(Koornneef et al. f 1982). Ce resultat, sans etre une preuve definitive, 

35 fournit un argument supplementaire pour dire que le locus ABA2 de N. 
plumbaginifolia est l'homologue du locus ABA d' Arabidopsis . 
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LISTE DC SEQUENCES 

(1) INFORMATIONS GENERALES: 



(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INRA 

(B) RUE: 147 RUE DE L'UNIVERSITE 

(C) VILLE: PARIS 
(E) PAYS: FRANCE 

{F) CODE POSTAL: 75338 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: CLONAGE DU GENE DE L'ACIDE ABSCISSIQUE 
(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 2 

(iv) FORME DECHI FFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D» EXPLOITATION: PC- DOS /MS - DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2400 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 
(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGAN IS ME : N I COT I AN A PLUMBAG INI FOLIA 

(B) SOUCHE: CV. viviani 

(D) STADE DE DEVELOPPEMENT: plantule 
(F) TYPE DE TISSU: plante entiere 

tix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 41. .2032 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

TGAAGACTAC ACTCTTTCTT GAACTTGGGT TCAAGTAAAG ATG TAT TCA ACT GTG 55 

Met Tyr Ser Thr Val 
1 5 

TTT TAC ACT TCA GTT CAT CCA TCC ACT TCA GCT TTT TCA AGA AAG CAG 103 
Phe Tyr Thr Ser Val His Pro Ser Thr Ser Ala Phe Ser Arg Lys Gin 
10 15 . 20 

CTG CCT TTA TTG ATC TCT AAG GAT TTT CCA ACA GAG. TTG TAT CAT TCT 151 
Leu Pro Leu Leu lie Ser Lys Asp Phe Pro Thr Glu Leu Tyr His Ser 
25 30 35 

TTA CCA TGC AGT AGA AGC TTG GAA AAT GGT CAA ATC AAG AAA GTC AAA 199 
Leu Pro Cys Ser Arg Ser Leu Glu Asn Gly Gin He Lys Lys Val Lys 
40 45 50 

GGT GTA GTA AAA GCC ACA ATA GCT GAA GCT CCA GCA ACT ATT CCT CCA 247 
Gly Val Val Lys Ala Thr He Ala Glu Ala Pro Ala Thr He Pro Pro 
55 60 65 
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ACT GAT TTA AAA AAG GTA CCA CAG AAG AAG CTG AAA GTA TTA GTA GCA 295 
Thr Asp Leu Lys Lys Val Pro Gin Lys Lys Leu Lys Val Leu Val Ala 
70 75 80 85 

GGT GGT GGG ATT GGA GGA TTA GTT TTT GCA TTG GCG GCA AAG AAA AGG 343 
Gly Gly Gly He Gly Gly Leu Val Phe Ala Leu Ala Ala Lys Lys Arg 
90 95 100 

GGA TTT GAT GTG TTG GTA TTT GAG AGA GAT TTA AGT GCT ATT AGA GGA 391 
Gly Phe Asp Val Leu Val Phe Glu Arg Asp Leu Ser Ala He Arq Glv 
105 110 115 



GAA GGA CAA TAT AGA GGA CCA ATT CAG ATA CAA AGC AAT GCA TTG GCT 
Glu Gly Gin Tyr Arg Gly Pro He Gin He Gin Ser Asn Ala Leu Ala 
120 125 130 



439 



GCT TTA GAA GCA ATT GAT ATG GAT GTT GCT GAA GAC ATA ATG AAT GCT 
Ala Leu Glu Ala He Asp Met Asp Val Ala Glu Asp lie Met Asn Ala 
135 140 145 

GGT TGT ATC ACT GGT CAA AGG ATT AAT GGT |tG GTT GAT GGT GTT TCT 
Gly Cys He Thr Gly Gin Arg He Asn Gly Leu Val Asp Gly Val Se- 
150 155 160 I 165 

GGT AAC TGG TAT TGC AAG TTT GAT ACG TTT ACT CCA GCC GTG GAA CGC 
Gly Asn Trp Tyr Cys Lys Phe Asp Thr Phe Thr Pro Ala Val Glu Arg 
170 175 180 

GGA CTT CCT GTG ACA AGA GTC ATC AGC CGC ATG ACT TTG CAA CAG AAC 
Gly Leu Pro Val Thr Arg Val He Ser Arg Met Thr Leu Gin Gin Asn 
185 190 195 

CTT GCA CGT GCC GTC GGG GAA GAT ATC ATT ATG AAT GAA AGT AAT GTA 
Leu Ala Arg Ala Val Gly Glu Asp lie He Met Asn Glu Ser Asn Val 
200 205 210 



487 



535 



583 



€31 



679 



GTG AAC TTT GAG GAT GAT GGT GAA AAG GTT ACT GTG ACT CTT GAG GAT 
Val Asn Phe Glu Asp Asp Gly Glu Lys Val Thr Val Thr Leu Glu Asd 
215 220 225 



727 



GGA CAG CAA TAT ACA GGT GAT CTT CTG GTT GGT GCT GAT GGC ATA AGG 

Gly Gin Gin Tyr Thr Gly Asp Leu Leu Val Gly Ala Asp Gly He Arg 
230 235 240 245 

TCT AAG GTA CGG ACT AAT TTG TTC GGA CCC AGT GAT GTA ACT TAC TCT 

Ser Lys Val Arg Thr Asn Leu Phe Gly Pro Ser Asp Val Thr Tyr Ser 

250 255 260 



775 



823 



GGC TAC ACT TGT TAC ACT GGA ATT GCA GAT TTT GTT CCT GCT GAT ATT 
Gly Tyr Thr Cys Tyr Thr Gly He Ala Asp Phe Val Pro Ala Asp He 
265 270 275 



871 



GAG ACA GTT GGG TAC CGA GTC TTT TTG GGC CAC AAA CAG TAC TTT GTT 
Glu Thr Val Gly Tyr Arg Val Phe Leu Gly His Lys Gin Tyr Phe Val 
280 285 290 



919 



TCT TCA GAT GTG GGT GGA GGC AAG ATG CAG TGG TAT GCA TTT CAC AAT 
Ser Ser Asp Val Gly Gly Gly Lys Met Gin Trp Tyr Ala Phe His Asn 
295 300 305 



967 



GAA CCA GCT GGC GGT GTG GAT GAT CCA AAC GGT AAA AAG GCA AGA TTG 
Glu Pro Ala Gly Gly Val Asp Asp Pro Asn Gly Lys Lys Ala Arg Leu 
310 315 320 325 



1015 
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CTT AAA ATA TTT GAG GGG TGG TGT GAC AAT GTT ATA GAC CTA TTA GTA 1063 
Leu Lys lie Phe Glu Gly Trp Cys Asp Asn Val lie Asp Leu Leu Val 
330 335 340 

GCC ACA GAT GAA GAT GCA ATT CTT CGA CGT GAC ATC TAT GAT AGA CCG 1111 
Ala Thr Asp Glu Asp Ala He Leu Arg Arg Asp He Tyr Asp Arg Pro 
345 350 355 

CCA ACA TTT AGT TGG GGA AAA GGT CGT GTT ACA TTG CTT GGG GAC TCT 1159 
Pro Thr Phe Ser Trp Gly Lys Gly Arg Val Thr Leu Leu Gly Asp Ser 
360 365 370 

GTC CAT GCT ATG CAG CCT AAT TTG GGT CAA GGG GGA TGC ATG GCC ATA 1207 
Val His Ala Met Gin Pro Asn Leu Gly Gin Gly Gly Cys Met Ala He 
375 380 385 

GAG GAT AGC TAT CAA CTA GCA CTG GAA CTT GAT AAA GCA TTG AGC CGA 1255 
Glu Asp Ser Tyr Gin Leu Ala Leu Glu Leu Asp Lys Ala Leu Ser Arg 
390 395 400 40 5 

AGC GCC GAG TCA GGA ACC CCT GTG GAT ATC ATC TCA TCT TTA AGG AGC _ 1303 
Ser Ala Giu Ser Gly Thr Pro Val Asp He He Ser Ser Leu Arg Ser 
410 415 420 

TAT GAA AGT TCT AGA AAA CTT CGA GTT GGA GTT ATC CAT GGA CTG GCT 1351 
Tyr Glu Ser Ser Arg Lys Leu Arg Val Gly Val He His Gly Leu Ala 
425 430 435 

AGA ATG GCT GCA ATC ATG GCA TCA ACT TAC AAG GCT TAT CTT GGT GTC 1399 
Arg Met Ala Ala He Met Ala Ser Thr Tyr Lys Ala Tyr Leu Gly Val 
440 445 450 

GGA CTT GGT CCA TTA TCA TTT TTG ACC AAG TTT AGG ATA CCA CAT CCT ' 144 7 
Gly Leu Gly Pro Leu Ser Phe Leu Thr Lys Phe Arg He Pro His Pro 
455 460 465 

GGA AGA GTT GGT GGA AGA TTT TTT ATT GAC TTG GGA ATG CCG CTT ATG 14 95 

Gly Arg Val Gly Gly Arg Phe Phe He Asp Leu Gly Met Pro Leu Met 
-70 475 480 485 

TTA AGC TGG GTT CTA GGA GGC AAC GGG GAA AAG CTT GAA GGC AGA ATA 154 3 

Leu Ser Trp Val Leu Gly Gly Asn Gly Glu Lys Leu Glu Gly Arg He 
490 495 500 

CAA CAT TGC AGG CTA TCT GAG AAA GCA AAT GAC CAA TTG AGA AAT TGG 1591 
Gin His Cys Arg Leu Ser Glu Lys Ala Asn Asp Gin Leu Arg Asn Trp 
505 510 515 

TTT GAA GAT GAT GAT GCT TTA GAG CGT GCT ACT GAT GCA GAG TGG CTA 1639 
Phe Glu Asp Asp Asp Ala Leu Glu Arg Ala Thr Asp Ala Glu Trp Leu 
520 525 530 

TTG CTT CCT GCC GGG AAT AGC AAT GCT GCT TTA GAA ACT CTC GTT TTA 1687 
Leu Leu Pro Ala Gly Asn Ser Asn Ala Ala Leu Glu Thr Leu Val Leu 
535 540 545 

AGC AGA GAT GAG AAC ATG CCT TGC AAT ATT GGG TCT GTC TCA CAT GCA 1735 
Ser Arg Asp Glu Asn Met Pro Cys Asn He Gly Ser Val Ser His Ala 
550 555 560 565 

AAC ATT CCT GGA AAA TCA GTT GTT ATA CCT TTG CCT CAG GTG TCC GAA 1783 
Asn He -Pro Gly Lys Ser Val Val He Pro Leu Pro Gin Val Ser Glu 
570 575 580 
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ATG CAC GCC CGG ATA TCC TAC AAA GGT GGA GCA TTT TTT GTA ACT GAT 1831 
Met His Ala Arg He Ser Tyr Lys Gly Gly Ala Phe Phe Val Thr Asp 
585 590 595 

TTA CGA AGT GAA CAT GGT ACC TGG ATT ACG GAT AAC GAA GGC AGA AGA 1879 
Leu Arg Ser Glu His Gly Thr Trp He Thr Asp Asn Glu Gly Arg Arq 
600 605 610 

TAC CGA GCA TCT CCA AAC TTC CCT ACT CGC TTT CAT CCA TCA GAT ATT 1927 
Tyr Arg Ala Ser Pro Asn Phe Pro Thr Arg Phe His Pro Ser Asp He 
615 620 625 

ATT GAA TTT GGT TCT GAT AAA AAG GCA GCA TTT CGC GTA AAG GTA ATG 1975 
He Glu Phe Gly Ser Asp Lys Lys Ala Ala PHe Arg Val Lys Val Met 
630 635 6^0 645 

AAA TTT CCT CCA AAA ACT GCT GCA AAA GAA GAG CGT CAA GCA GTG GGG 2023 
Lys Phe Pro Pro Lys Thr Ala Ala Lys Glu Glu Arg Gin Ala Val Gly 
650 655 660 



GCA GCT TGA AAATTCGGAA GTTTGGCCTG ATATAAACGG GGAAATTGTA _ 2072 

Ala Ala * 



CAGCATTTTT ATAGCAACAG CACAAACTGA GCCATTTAAA TCAGCTAATT TTGTATACTG 2132 

TAGGTTTAGA AGATTGATAA ACAGAACAAC AATGCAAGAA ACTACAAGGG TTATATAGCT 2192 

TCCCCCTATA GAAACCTGGA GAAAGTTATG GTACATTGGT CCTTTCTACC ATTGCTAAAA 2252 

TATAGTAGTA GTTTTGTATG TATACCCAAT TACAGGGGCC ATAATGTTAA GTTGTCTTCC 2312 

TTCATAAATT ACGGCCATAT ATTTTCTTAT AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 2372 

AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAA 2400 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1989 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 
(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGAN IS ME : N I COT I ANA PLUMBAGINI FOLIA 

(B) SOUCHE: CV. viviani 

(D) STADE DE DEVELOPPEMENT : plantule 
(F) TYPE DE TISSU: plante entiere 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

ATGTATTCAA CTGTGTTTTA CACTTCAGTT CATCCATCCA CTTCAGCTTT TTCAAGAAAG 60 

CAGCTGCCTT TATTGATCTC TAAGGATTTT CCAACAGAGT TGTATCATTC TTTACCATGC 120 

AGTAGAAGCT TGGAAAATGG TCAAATCAAG AAAGTCAAAG GTGTAGTAAA AGCCACAATA 180 

GCTGAAGCTC CAGCAACTAT TCCTCCAACT GATTTAAAAA AGGTACCACA GAAGAAGCTG 240 
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AAAGTATTAG TAGCAGGTGG TGGGATTGGA GGATTAGTTT 


TTGCATTGGC 


GGCAAAGAAA 


300 


AGGGGATTTG ATGTGTTGGT ATTTGAGAGA GATTTAAGTG 


CTATTAGAGG 


AGAAGGACAA 


360 


TATAGAGGAC CAATTCAGAT ACAAAGCAAT GCATTGGCTG 


CTTTAGAAGC 


AATTGATATG 


420 


GATGTTGCTG AAGACATAAT GAATGCTGGT TGTATCACTG 


GTCAAAGGAT 


TAATGGTTTG 


480 


GTTGATGGTG TTTCTGGTAA CTGGTATTGC AAGTTTGATA 


CGTTTACTCC 


AGCCGTGGAA 


540 


CGCGGACTTC CTGTGACAAG AGTCATCAGC CGCATGACTT 


TGCAACAGAA 


CCTTGCACGT 


600 


GCCGTCGGGG AAGATATCAT TATGAATGAA AGTAATGTAG 


TGAACTTTGA 


GGATGATGGT 


660 


GAAAAGGTTA CTGTGACTCT TGAGGATGGA CAGCAATATA 


CAGGTGATCT 


TCTGGTTGGT 


720 


GCTGATGGCA TAAGGTCTAA GGTACGGACT AATTTGTTCG 


GACCCAGTGA 


TGTAACTTAC 


780 


TCTGGCTACA CTTGTTACAC TGGAATTGCA GATTTTGTTC 


CTGCTGATAT 


TGAGACAGTT 


840 


GGGTACCGAG TCTTTTTGGG CCACAAACAG TACTTTGTTT 


CTTCAGATGT 


GGGTGGAGGC 


900 


AAGATGCAGT GGTATGCATT TCACAATGAA CCAGCTGGCG 


GTGTGGATGA TCCAAACGGT 


960 


AAAAAGGCAA GATTGCTTAA AATATTTGAG GGGTGGTGTG 


ACAATGTTAT 


AGACCTATTA 


1020 


GTAGCCACAG ATGAAGATGC AATTCTTCGA CGTGACATCT 


ATGATAGACC 


GCCAACATTT 


1080 


AGTTGGGGAA AAGGTCGTGT TACATTGCTT GGGGACTCTG 


TCCATGCTAT 


GCAGCCTAAT 


1140 


TTGGGTCAAG GGGGATGCAT GGCCATAGAG GATAGCTATC 


AACTAGCACT 


GGAACTTGAT 


1200 


AAAGCATTGA GCCGAAGCGC CGAGTCAGGA ACCCCTGTGG 


ATATCATCTC 


ATCTTTAAGG 


• 1260 


AGCTATGAAA GTTCTAGAAA AC7TCGAGTT GGAGTTATCC 


ATGGACTGGC 


TAGAATGGCT 


1320 


GCAATCATGG CATCAACTTA CAAGGCTTAT CTTGGTGTCG 


GACTTGGTCC 


ATTATCATTT 


1380 


TTGACCAAGT TTAGGATACC ACATCCTGGA AGAGTTGGTG 


GAAGATTTTT 


TATTGACTTG 


1440 


GGAATGCCGC TTATGTTAAG CTGGGTTCTA GGAGGCAACG 


GGGAAAAGCT 


TGAAGGCAGA 


1500 


ATACAACATT GCAGGCTATC TGAGAAAGCA AATGACCAAT 


TGAGAAATTG 


GTTTGAAGAT 


1560 


GATGATGCTT TAGAGCGTGC TACTGATGCA GAGTGGCTAT 


TGCTTCCTGC 


CGGGAATAGC 


1620 


AATGCTGCTT TAGAAACTCT CGTTTTAAGC AGAGATGAGA 


ACATGCCTTG 


CAATATTGGG 


1680 


TCTGTCTCAC ATGCAAACAT TCCTGGAAAA TCAGTTGTTA 


TACCTTTGCC 


TCAGGTGTCC 


1740 


GAAATGCACG CCCGGATATC CTACAAAGGT GGAGCATTTT 


TTGTAACTGA 


TTTACGAAGT 


1800 


GAACATGGTA CCTGGATTAC GGATAACGAA GGCAGAAGAT 


ACCGAGCATC 


TCCAAACTTC 


1860 


CCTACTCGCT TTCATCCATC AGATATTATT GAATTTGGTT 


CTGATAAAAA 


GGCAGCATTT 


1920 


CGCGTAAAGG TAATGAAATT TCCTCCAAAA ACTGCTGCAA 


AAGAAGAGCG 


TCAAGCAGTG 


1980 


GGGGCAGCT 






1989 
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REVINDICATIONS 

1. Fragment d'acide nucleique codant pour un en2yme implique 
dans la voie de biosynthese de 1'acide abscissique (ABA) chez les plantes. 

2. Fragment selon la revendication 1, caractdrise en ce que 
l'enzyme est une epoxydase impliquee/dans les deux premieres etapes de la 
voie de biosynthese de l'ABA. / 

3. Fragment selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que 
l'enzyme presente une activite d'epo^ydation de la zeoxamhine. 

4. Fragment selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
qu'il est isole de Nicotiana Plumbaginifolia. 

, 5. Fragment d'acide nucleique selon Tune des revendications 1 a 4 
caracterise en ce qu'il comprend tout ou partie de la sequence de 
nucleotides telle que montree dans Tidentificateur dc sequence (IDS) N° 1. 

20 6. Fragment selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce 

qu'il comprend tout ou partie de la sequence codante allant du nucleotide 
n° 41 a 2029 de PIDS N° 1. 

7. Fragment selon l'une des revendications 1 a 6, caracterise en ce 
25 qu'il comporte en outre la sequence leader allant du nucleotide n° 1 a 40 

de TIDS N° 1. 

8. Fragment selon Tune des revendications 1 a 7 caracterise en ce 
qu'il comporte en outre la sequence de terminaison allant du nucleotide 

30 2030 a 2400 de l'IDS N B 1. 

9. Fragment selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il 
comporte ladite sequence de terminaison augmentee d'une queue poly A a 
son extremite 3'. 
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10. Fragment selon 1'une des revendications 1 a 9, caracterise en ce 
qu'il comprend la sequence complete de 2400 nucleotides telle que 
montree sur 1'IDS N" 1. 

11. Fragment selon 1'une des revendications 4 a 9 caracteris£ en ce 
qu'il comprend tout ou partie d'une sequence complementaire, homologue 
ou complementaire de l'homologue de celle de la ou desdites sequence(s) de 
1'IDS N° 1. 

12. Fragment d'acide nucleique capable de s'hybrider dans des 
conditions faiblement stringentes avec un fragment selon 1'une des 
revendications 1 a 11 et codant pour unedite enzyme impliquee dans la 
voie de biosynthese de 1'ABA. 
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